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　　　Chemotherapy　is　one　of　important　factor　in　adjuvant　therapy　for　managements　of　malignant
glioma．　However，　drug　resistance　is　a　significant　problem　that　shoud　be　overcome．　SensitiDyiEy．　to
ACNU　are　messured　in　vitro　about　rat　glioma　cell　lines　（C　6，　9　L　and　GA－1）　and　human　glioblas－
toma　cell　line　（T　98　G）　with　growth　curve，　BUdR　labeling　index　and　DNA　analysis　by　flow
6Ytemeter．　9　L，　GA－1　and　T　98　G　cells　are　sensitive　to　ACNU　dosedependently　less　tban　19．0　＃g／rr｝1，
b’浮煤@after　several　treatment　with　low　dose　ACNU　（2．5　ptg／ml），　these　cells　acquire　the　resistance　to
ACNU．　Those　ACNU　resistant　cells　don’t　be　killed　with　ACNU　treatment　more　than　10．0　ptg／ml．　On
the　other　hand，　C　6　cells　have　resistant　to　ACNU　originally．　ln　these　results，　data　of　flow　cyte　metry
are　correlated　to　growth　curve，　BUdR　labeling　index．
　　　From　these　results，　it　is　indicated　that　following　factor　is　important　in　more　effective　chemo－
therapy　for　malignant　glioma；how　high　dose　ACNU　is　contacted　to　glioma　cells　through黶@bl№盾
brain’Uarrier　befor　acquirring　resistance　to　ACNU．　ln　order　to　solve　this　problem，　some　method　on
ACNU　treatment　are　discussed，　for　example，　intracarotid　arterial　injection，　high　dose　ACNU
therapy　with　autologous　bone　marrow　rescue　and　intrathecal　injection．　However，　thege　ipethods
have　r唐潤f@me　disadvantages　clinically．　So，　at　chemotherapy　for　malignant　glioma，　acquired　resistance
to　drug　should　be　in　mind．
緒 言
脳腫瘍，殊にmalignant　gliomaは神経線維に沿
い浸潤性発育をする，腫瘍周囲脳浮腫領域にも腫瘍
細胞が存在する，更に手術不可能な脳深部に発生す
ることがしばしばある等の理由により，手術的に全
摘出をするのは困難であり，たとえ肉眼的に全摘出
を行い得ても，早期再発を来してくる1）．したがっ
て，手術後の補助療法は重要な意義を持っている．
　補助療法としては放射線療法が第一選択となるが
（1991年2月1日受付，1991年2月5日受理）
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脳の放射線耐用線量，放射線性脳障害の問題等より
限界がある2）．
　近年，cell　kineticsの研究の進歩により同調化学
療法3）が行われるようになり，脳腫瘍の補助療法に
おいても，化学療法は重要な位置を占めるようにな
った．本邦では化学療法剤として1一（4－aminometh－
yl－pyrimidine－5－yl）　methy　1－3一（2－chloroethyl）一3
－nitrosourea　hydrochloride‘）（以下ACNU）が中
心に使用されている．しかし，ACNU治療を繰り返
し行うと，最初は有効であったACNUの効果が
徐々に減じて，最終的にはその効果が認められなく
なることにはしばしば遭遇する．また，ACNUは全
てのmalignant　gliomaに有効なわけではなく，当
初より効果が認められない場合もある．このような
腫瘍細胞の薬剤耐性の問題は，しばしば直面する重
要な問題であり，この問題の存在下に化学療法を有
効に行うことは，malignant　gliomaの予後を更に
延長すると考えられる．
　以下の実験でin　vitroにおける，　glioma　cellの
ACNU感受性，薬剤耐性の存在を証明し，化学療法
がより有効に行われるための条件を検討する．
実験材料
　glioma　cellとしてENU誘発rat　glioma　cell
line　C6cell，9L　cell，　GA－1　ce11をまたヒト
laser　beam
glioblastoma　cell　line　T　98　G　ce11を使用し以下の
条件にて培養，実験を行った．
O　incubater　5％　CO2，　95　O／o　air，　370C．
②培養液10％fetal　cuff　serum（GIBCO）＆
GM（2μg／ml）添加Minimum　essential　medium
（MEM）No．1R（ニッスイ）．
③培養フラスコFalcon　3047（培地f　17　mm，
24well　plate）；growth　curveとviability　curve作
製に使用．
　Falcon　3013（培地面積25　cm2，　culture　flask）；
FCM　sample作製に使用．
　なお，使用した細胞はC6，　T　98　G　cellは大日本
製薬より購i入，9Lcellは筑波大学脳神経外科坪井
博士より，GA－1　ce11は名古屋市立大学脳神経外科
荻野博士（現，中部労災病院救命センター）よりそ
れぞれ供与を受けた．
実験方法
（1）growth　curve，　viability　curveの作製
　各細胞濃度を1×106／mlに調整したsingle　cell
suspension／培養液を作製し単層培養にて培養，
12～24時間毎に細胞数を測定しgrowth　curveを作
製，同時にtripanblue　dye　exclusion法にて生細胞
比を求めvi bility　curveを作製した．
　（2）ACNU治療後のgrowth　curveの作製
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　　　　Fig．　1　opfical　system　for　DNA　analysis　with　FCM　（C－20）
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　上記（1）より判明した対数増殖期の細胞に濃度が
2．5，5．0，7．5，10．0，20。0μg／m1　となるように
ACNUを添加（ACNU治療）する．ACNU治療は，
rat　cellで24時間，ヒトcellで36時間とし，治療
終了後は速やかにPBSにて洗浄，通常の培養液に
もどし，growth　curveを作製しACNUの治療効果
（ACNU感受性）を判定した．
　（3）BUdR　labeling　index（BUdR　L．　L）の計
　　測5）
　培養にて各濃度のACNU治療を行い，治療後70
％エタノールにて細胞を固定，その後内因性per・
oxydase　を失活させ（メタノールにて30分），2
N－HCI　60分にて単鎖処理を行った．
　更に，ABC法にて抗BUdRモノクローナル抗体
（Becton－Deckinson社）を作用させ，　DAB溶液に
て発色後核染色を行った．
　顕微鏡にて各標本で1000個以上の核を観察し
BUdR陽性細胞比率を算出しBUdR　L．1．とした．
　（4）FCM（flow　cytemeter：昭和電工CS－20）に
　　よるDNA　analysis
①FCM　sample調整法について
　FCM　sample調整法
　1）PBS洗浄2回
　2）50％ethanol固定4℃，2時間
　3）70％ethanol固定4℃，72時間
　4）RNAase＊i処理
　5）PI　staining　24時間＊2
　＊　1；SIGMA　type　III　A　1　mg／ml
　＊　2；SIGMA　PI　o．Ol　kl／1×lo5　cell
＠　DNA　analysis
　以上の方法にて作製したsampleをFCMにて
DNA　analysisを行い（3）と同様にcell　kineticsの
面より各細胞のACNU感受性を検討した．　FCM
は，光学系としてFig．1の様にfilterを構成し，
latex　beads　（Fluoresbrite　R：Poly－sciences　¢　1
μm）にてCV値を1．0％に調整し，2dimension
DNA　histogram　（Fig．　2），　3　dimension　DNA　his－
togram（Fig．3）の両方にてDNA　analysisを行い
比較した．
　（5）ACNU耐性細胞の作製の試み
　rat　glioma　cellでは培養開始後より2．5μg／ml
のACNU治療を4時間毎に1時間，計6回（24時
間中計6時間のACNU治療）行った細胞（ACNU
処置細胞；Fig．4）をそれぞれ。6／AcNu，9L／
ACNU，　GA－1／ACNU　cellとし，　T　98　G　cellでは
5．0μg／mlのACNU治療を同様に行った細胞をT
98G／ACNU　cellとした．それぞれの細胞に対して，
上記（2）～（4）の方法でACNU感受性を検討した．
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結 果
　（1）　growth　curve，　viability　curve
　rat　glioma　cellで対数増殖期は，培養開始より遷
延期を経て，24時間後より120時間後迄，T98　G
cellでは，同じく72時間後より192時間後迄と判断
された．いずれの細胞も対数増殖期以後は，定常期
にて経過している（Fig．5）．
　同時に行われた生細胞比測定では，いずれの細胞
も85％以上の値を示した．
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一一一一 Fequired　resistance　to　ACNU
　　contact　with　ACNU（2．5p『〆mのfor　l　hr．
　　6　times　per　day　（every　4　hrs）
一：treatment　with　ACNU
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method　to　aquire　resistant　cell　to　ACNU　（rat
　（2）各cellのACNU治療後のgrowth　curve
　　（Fig．　5）
　1）C6cell：ACNU治療後もcellの増殖は抑制
されず（ACNU感受性が低く），70％増殖抑制濃
度（IC70）は7．5μg／mlであった．
　2）9Lcell：ACNU感受性が高く，　IC70は2．5
μg／m1であった．増殖はACNU濃度依存性に抑制
され，ACNU濃度2．5μg／m1の治療後では細胞数
の増減が認められず，2．5μg／ml以上の治療濃度で
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は，細胞数の減少が認められた．治療濃度10．0μg／
mlと20．0μg／mlでの差は認められなかった．
　3）GA－1　cell：9Lcellと同じ傾向にあり，　IC70
は2．5μg／mlであり，　ACNU濃度依存性に増殖が
抑制され感受性の程度も9Lcellと同じ程度であっ
た．
　4）T98　G　cell：ACNU感受性は，9L，　GA－1
cellより低いが（IC70；5．0μg／ml），　ACNU濃度依
存性に増殖が抑制され，ACNU濃度5．0μg／m1の
治療後では細胞数の増減が認められず，5．0μg／ml
以上の治療濃度では細胞数の減少が認められた．
　（3）　BUdR　L．1．　（Fig．　6）
　BUdR　LI．より求めた　S　期細胞比は，先の
growth　curveの結果を反映していた．すなわち，
ACNU感受性のある細胞（9　L，　GA－1，　T　98　G　cell）
では濃度依存性にS期細胞比の低下が認められる
も，治療濃度10．0μg／m1と20．0μg／mlでの差は認
められず，感受性の低い細胞（C6cell）ではS期
細胞比の低下は軽度であった．
　（4）FCMによるDNA　analysisによるACNU
　　感受性
　2dimension　DNA　histogram　と3dimension
DNA　histogramでのDNA　analysisではS期細胞
比率に差は認められなかった．
　1）C6ce11＝他の実験結果と同じようにACNU
感受性が低く，ACNU未治療群と治療群の間で大
きな差は認められなかった（Fig．7）．
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　2）9Lcellは：ACNU治療によりACNUのcell
kineticsに及ぼす影響（ACNUの効果）として，　S
期細胞の減少及び　G2／M　期細胞の増加　（G2／M
block6））が濃度依存性に認められた．他の実験結果
と同じように，ACNU濃度10．0μg／mlと20．0
μg／m1での差は認められなかった（Fig．8）．
　3）GA－l　cell：9　L　cellと同じく，濃度依存性にS
期細胞の減少，G2／M　blockが認められた．　ACNU
濃度10．0μg／mlと20．0μg／mlでの差が認められ
ないのも，ACNU感受性の高い9Lce11と同じ結果
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であった．
　4）T98　G　cell：他のT98　G　cellに関する実J験と
同じように，5．0μg／ml以上のACNU濃度で濃度
依存性にS期細胞の減少，G2／M　blockが認められ
た．ACNU濃度2．5μg／mlと未治療の細胞間での
差は認められなかった．
　（5）ACNU処理細胞のACNU感受性
（D　growth　curve　（Fig．　9）
　Fig．4の方法にて作製されたACNU処理細胞の
growth　curveでは，　Fig．5で示されたgrowth
curveと比較して，　ACNU未治療の細胞間で増殖能
に差は認められなかった．これらACNU処理細胞
のACNU感受性は，本来感受性の高い9L，　GA－1，
T98　G　cell等では感受性の低下が認められ，その傾
向は治療濃度が高いほど明らかであった．C6／
ACNU　cellは，　C　6　ce11との比較においてACNU
感受性に差は認められなかった．
＠　BUdR　L．1．　（Fig．　10）
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　BUdR　L．1．における比較においても　growth
curve　と同じ傾向を示した．すなわち，　labeling
indexの低下が認められた細胞（ACNU感受性の高
い細胞）のACNU処理細胞では，　ACNU治療後
labeling　indexの低下は軽度となっている．　ACNU
未処理細胞（Fig．　6）との比較でも，高濃度ACNU
治療（10．0～20．0μg／ml）の際に差が明らかとなっ
た．C6／ACNU　cellとC6cellでは，明らかな差
は認められなかった．
③FCMによるDNA　analysis（Fig．11）
　ACNU感受性が高い細胞と低い細胞では，
ACNU処理により異なるpharmakokineticsの変
化が見られ，その変化は①，②と同様の傾向を示
した．Fig。11は，　DNA　histogramよりACNU治
療濃度とS期細胞比の関係を示している．ACNU
感受性の高い細胞は，ACNU治療により濃度依存
性にS期細胞比の減少が認められた．他の結果と同
じように，ACNU処理細胞ではS期細胞比の減少
は軽度で，高濃度ACNU治療の際にACNU未処
理細胞との差が明らかとなった．C6cellにおいて
は，ACNU処理，未処理細胞間でpharmaokinetics
変化は認められなかった．
　以上の結果（1）～（5）より，ACNU感受性の高い
細胞に　ACNU処理を行った細胞　（9　L／ACNU，
GA－1／ACNU，　T　98　G／ACNU　cell）とACNU感受
性の低いC6cellは，　ACNU耐性細胞であるとい
える．
考 察
脳腫瘍，殊にmalignant　gliomaは，冒頭での諸
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Fig．　11　comparison　of　effect　of　ACNU　between　glioma　cell　and　ACNU　treated　glioma　cell
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理由より，手術的に全摘出を行うのは不可能なこと
が多く，たとえ肉眼的に全摘出を行い得ても早期に
再発を来してくる．また，low　grade　astrocytoma
の様なbenign　gliomaとして扱われている腫瘍も，
深部では浸潤性の発育を示すmalignant　gliomaの
性格を有しているといわれているために，肉眼的に
全摘出を行っても，数年後に再発し　malignant
gliomaの組織所見を示すことはしばしば経験する．
　これらの脳腫瘍の予後を良好とするためには，術
後の補助療法が重要な位置を占めることはいうまで
もない．補助療法としては，放射線療法が第一選択
となるが，脳の放射線耐用線量，radiation　necrosis
に代表される放射線性脳障害等の問題から限界があ
る2）．近年，cell　kineticsの研究の進歩により同調
化学療法が行われるようになり3），脳腫瘍の補助療
法においても化学療法は重要な位置を占めるように
なった．本邦では化学療法剤として，血液脳関門を
通過する水溶性ニトロソウレア製剤である
ACNU4）が主として使用されている．しかし，
ACNU治療を繰り返し行っていると，当初有効であ
った症例でもその効果が徐々に減じて最終的に
ACNUが無効となる症例，いわば腫瘍細胞が
ACNUに対して耐性を獲得したと考えられる症例
の存在にはしばしば遭遇する．また，当初より
ACNUが無効と考えられる症例も存在する．前者は
腫瘍細胞の獲得耐性の存在を示唆し後者は内因耐性
の存在を示唆している．
　§BUdR　L．1．の応用によるACNU感受性の検索
　　及び耐性獲得症例について
　著者はin　vitro　BUdR　L．1．測定法を応用し個々の
手術材料の腫瘍細胞に対して以下の方法でACNU
感受性を検討している．すなわち，手術摘出材料を
1mm角に細切後に，　ACNU添加のBUdR加培養
液と未添加の培養液内で3気圧下に1時間培養し，
更に通常の培養液にて24時間培養した組織を固定
し，BUdR染色を行いそれぞれのBUdR　L．1．を比
較する方法である（Fig．12）．症例数が少なく，結果
に関する詳細な検討は行い得ないが，各神経膠腫症
例においてその感受性は異なる（Fig．13）．
　一例を提示するが，症例はglioblastomaで初回
手術後に4回忌ACNU治療を行ったにもかかわら
ず著名な増大傾向が認められたために，再手術を行
った症例である．初回と再手術の腫瘍細胞のBUdR
L．1．を比較すると初回手術材料はcontrolが9．0
％，ACNU投与によりし．1．が2．0％に低下し，
ACNU感受性が認められた．再手術材料では同様の
操作によりcontrolが14．0％であるのに対して
ACNU投与材料では12．0％と両者間に差が認め
られなかった（Fig．14）．本現象は，4回のACNU
治療において本腫瘍細胞がACNUに対して耐性を
獲得したことが示唆される．
　以上のように，malignant　gliomaに対して化学
療法を行う際に，腫瘍細胞の耐性の存在は避けて通
れない問題である．すなわち実験結果および先の臨
床症例等より，ACNUに対して当初より抵抗性の
ある細胞（内因耐性）が存在する一方，当初ACNU
感受性の高い細胞は，数回のACNU治療により耐
性を獲得しACNUが無効となる（獲得耐性）こと
である．
　§耐性獲得機序について
material　for　in　vitro　BUdR　staining
material　cut　into　cubes　about　lmm3
contro1
1　hr　　　sg－gg
24　hrs
1藷
XXN・N
　3atms（，路脅
　MEM　5m彦
（灘亨品。M，m2
　1　atm
麟鼎
MEM　5me
100／，　FCS
treated　with　ACNU
；as・　i，製加、
稀’
／
ethanohi　fixing　for　over　night
Fig．　12
　　　　BUdR　staining
method　of　assay　of　sensitivity　to　ACNU
case histology ACNU（一）ACNU（十）
case　1 anaplaStiC　aStrOCytOma1．4％ 0．1％↓
case　2glioblastoma 9．0％ 2．0％
case　3anaplaStiC　aStrOCytOma4．3％ 4．2％
case　4glioblastoma 8．1％ 2．3％
case　59【ioblastoma 14．0％ 12．0％
Fig．　13　BUdR　labeling
　　ACNU
index　with　or　without
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Fig．　14　Microphotograph　（in　vitro　BrdU　stained
　　contacted　with　ACNU）　obtained　at　1　ST　opera－
　　tion．
　　BrdU　labeling　index　was　as　low　as　2．00／o．
　　（upper）
　　Microphotograph　（in　vitro　BrdU　stained　contact－
　　ed　with　ACNU）　obtained　at　recurrance　after
　　treatment　of　ACNU　（4　times）．
　　BrdU　labeling　index　became　as　high　as　12　O／o．
　　（lower）
　現在耐性獲得機序としては2つの機序が明らかと
されてきている．第一は，細胞内へ取り込まれた抗
癌剤を細胞外へ排出しようとするactiv　effluxの充
進7）であり，第二は，DNA　cross－linking　formation
の阻害による薬剤不活性化機構i8）9）である．　active
effluxの充進にはP－glycoproteinlo）11）カ§関与し，薬
剤不活性化機構にはglutathionlo）12）が関与してい
ることが明らかにされている．
　P－glycoproteinの関与する耐性にはGa＋＋拮抗剤
であるverapamil，　nicardipine或いは免疫抑制剤
であるcyclosporin　A，降圧剤としてのreserpine
等が，細胞膜のCa＋＋チャンネルを閉塞しactive
effluxを抑制するとされている13）14）．また，
glutathionの合成阻害剤であるbuthionine　sulfox－
imineを使用し細胞内glutathionレベルを下げる
ことにより薬剤の感受性が増強するといわれ，薬剤
耐性の一部は克服されつつある．しかし，これらの
物質は未だ有効に臨床応用されてはおらず，未だ解
明されていない耐性機構も多数存在すると考えら
れ，脳腫瘍のみならず他科領域の悪性新生物の化学
療法に於いても薬剤耐性の克服は依然として重要な
課題となっている．
　このように薬剤耐性の克服がなされていない状況
で，より有効に化学療法，特にmalignant　gliomaに
対するACNU治療を行う際には，著者の実験（2）
～（4）の結果から，腫瘍細胞と接触するACNU濃
度をある程度まで（10．0μg／m1）高濃度にすること
が有効となることが明らかに示唆されている．
　§血液脳関門と抗癌剤の腫瘍内移行性について
　しかし，脳組織には血液脳関門が存在し限られた
物質以外は血液より脳組織への移行が妨げられてい
る．脳腫瘍の化学療法を行う際には，薬剤が主に血
液を介して病巣部へ運ばれるために，血液脳関門の
存在を考慮することは重要であろう15）．malignant
gliomaでは血液脳関門は腫瘍本体には存在しない
ため，より高濃度の薬剤が腫瘍内へ移行するために
治療上好ましい現象と考えられていた．しかし，周
辺脳組織に浸潤性に発育している，いわゆる悪性所
見を呈している部分では，なお血液脳関門は保たれ
ているとされている16）．化学療法で有効な治療を期
待するためには，これら血液脳関門が保たれている
部分に迷記している腫瘍細胞をも死滅させる必要性
がある．先の問題を含めて換言すれば，malignant
gliomaの化学療法をより有効に行うためには，血液
脳関門が保たれている腫瘍組織に，いかに高濃度の
薬剤を到達させるかが重要な問題となってくるわけ
である．
抗癌剤のうち，親脂質性薬剤は血液脳関門を透過
し得るとされている．Levin17）らは，血液脳関門存
在下の薬剤の腫瘍到達性は，薬剤の透過性と脂溶性
の一つの指標であるオクタノール／水の分配係数と
が密接な関係にあることを明らかにし，親脂質性薬
剤であるニトロソウレア系薬剤では，10gP値（オ
クタノール／水分配律）が0．37に近づくにつれてよ
りよい効果があがるとしている．log　P値はBCNU
（9）
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は1．53，CCNU＝2．83，　Me－CCNU＝3．0，　ACN　U’
は0．92であり現在使用されているニトロソウレア
系薬剤では，ACNUが最もその効果が期待できる
わけである．通常の臨床に於いては，ACNU　100
mg／m2の静注が最も多く行われているが，　ACNU
を100mg／m2で静注した際のACNU腫瘍内濃度
は，ACNUのlog　P＝0．92より計算すると理論値
で2．5μg／mlとなる（Fig．15）
　§より有効な化学療法を行うためにはどうあるべ
　　きか
　先の実験結果を振り返ってみると，rat　glioma株
細胞では2．5μg／mlのACNU治療濃度で細胞の増
殖が抑制されるが，腫瘍細胞を死滅するには及ばな
い．また，ヒトglioma株細胞では5．0μg／mlの
ACNU治療濃度で増殖が抑制された．しかしこれら
の濃度は，いずれもACNU感受性を有している細
胞（9L，　GA－1，　T　98　G　ce11）で｝ま，　ACNU耐性を獲
得する治療濃度であり，いずれACNUが無効とな
ることが予想される．またACNU感受性の低いC
6cellでは2．5μg／mlのACNU治療濃度ではcon－
trolの細胞の増殖と差が認められなかった．個々の
腫瘍によりその　ACNU　等に対する　pharmaco－
kineticsは異なるが18），これらの結果は先に述べた
臨床における獲得耐性，内因耐性の存在がin　vitro
で表現されていると考えられる．また本実験にて獲
得耐性を有した細胞に関して，FCM　を用いた
DNA　analysis，　BUdR　labeling　indexより求めら
れたS期細胞比よりACNU感受性について検討を
行うと，獲得耐性を有している細胞のACNU感受
性は，耐性を獲得する前の同細胞のACNU感受性
と比較して，高濃度ACNUに対する抵抗性が増加
していると考えられる．先に述べたように，ACNU
に感受性を有する細胞では，その治療効果がある程
度（10．0μg／ml）まで濃度依存性に認められること
と併せてこれらの結果を考慮する時，換言すれば，実
腫瘍内濃馴凹埜t浮織100・・
体表面ij　＝体重（kg）。425×身長（cm）。7？s×71．84
循環血漿貴（而の＝体重（kg）×1／13×1000
k：飽和係数：9．25×10’3（ACNU）
Fig．15　ACNU腫瘍内濃度
際の臨床においては有効なACNU療法を行うため
に以下のことが重要な要素となってくると思われ
る．すなわち，当初ACNU感受性を有している細
胞に対しては，耐性を獲得する前にいかに高濃度の
ACNUを腫瘍細胞に作用させ，殺細胞効果を発揮さ
せるかが重要なこととなってくる．
　§腫瘍内ACNU濃度を上昇させる試み
　通常のACNUの投与方法（100μg／m2の静注）で
は充分高濃度の薬剤が腫瘍に作用させられないこと
は，本実験結果よりも明らかとなっている．高濃度
のACNUを作用させるために，現在種々の投与方
法が考案されている．ACNUの栄養動脈内への投
与（動注化学療法19）），bone　marrow　rescueを併用
したACNU大量投与法20），髄腔内投与法21）など
である．
　動注化学療法は，薬剤の第一回目の循環時には，同
量の投与量では静注に比し2～4倍の薬剤が腫瘍細
胞に作用させられる19）が，それでもなお有効な治療
濃度に到達できるわけではない．また，本法による
薬剤の腫瘍到達濃度は，薬剤が心臓に還流し第二回
目の循環論には静脈内投与と変わらなくなり，静脈
内投与と比べ患者に与える苦痛も大きく，外来での
施行は困難であり（特に椎骨一脳底動脈系），この投
与法を選択するにあたっては，利点が最大限に発揮
されるように注意する必要がある．
　bone　marrow　rescueを併用したニトロソウレア
大量投与法は，Hochberg20）らがその有効性を報告
しているが，50～100mg／kgのニトロソウレア系薬
剤を投与し，本薬剤の主たる副作用である骨髄抑制
を克服するために，あらかじめ患者より採取してい
た骨髄細胞を移植する方法20）である．本法での薬剤
の腫瘍到達濃度は，理論値で5．0μg／m1～10．0μg／
mlであり，本実験より得られた有効薬剤濃度5．0
μg／m1に十分な量の薬剤濃度が得られる．しかし骨
髄抑制に対する骨髄細胞移植の効果は確実ではな
く，骨髄抑制あるいは感染症にて失う症例もある．ま
た，本操作自体も限られた施設でしか行えず未だ一
般的とはいいがたい．
　髄腔内投与では，髄液循環動態に障害がなければ
必要充分の濃度のACNUが腫瘍に到達する．しか
し薬剤の投与量，投与方法によっては，精神発育障
害，薬剤性脳脊髄炎による痙攣，脳神経症状等の各
種の神経症状の発現をはじめ脊柱変形，高度貧血等
の副作用を認め投与方法について未だ検討する余地
（10）
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がある21）．
　以上のように，現在行われている高濃度ACNU
を作用させるために考えられている投与方法には，
それぞれに一長一短があり，臨床に定着させるには
まだまだ不十分といわざるをえない．
　§終わりに
　malignant　gliomaの治療成績は，各々の治療法の
進歩とそれらの組合わせによる集学的治療を行うこ
とにより徐々に向上しつつある．現在では，最も悪
性のglioblastomaであっても，可成の患者が治療
後有意義な家庭または社会生活に復帰しており，平
均生存日数も2年に達しようとしている．更：に治療
成績を向上させるためには化学療法の発展は不可欠
と思われる．本実験にては，脳腫瘍化学療法をより
有効に行うための要因として，耐性の問題について
検討を行ったが，その対策は充分に確立されてはい
ない．このような現状では実際の化学療法に際して
は，薬剤の性質を理解すると共に，薬剤耐性の存在
を念頭に置きmalignant　gliomaの化学療法を行う
ことが肝要と考えられた．
結 語
　（1）in　vitroにて，　rat　glioma株細胞C6，9L，
GA－1及びヒトglioma株細胞T98　Gについて，
ACNU感受性をgrowth　curve，　BUdR　LI．，　FCM
を用い検討した．
　（2）それぞれの細胞に対して，培養開始後より
2．5あるいは5．0μg／mlのACNU治療を4時間毎
に1時間，計6回（つまり24時間中開6時間）の
ACNU処置を行った細胞について，同様の方法で
ACNU感受性を検討した．
　（3）9L，　GA－1，　T　98　G　cellはACNU感受性が
認められたが，反復するACNU処理にてACNU耐
性が獲得され，獲得耐性の存在が示唆された．
　（4）C6cellはACNU感受性が低く，内因耐性
の存在が示唆された．
　（5）耐性を獲得した細胞は，高濃度のACNU治
療においても増殖抑制がなされなかった．
　（6）in　vitro　BUdR　L．1．を応用した腫瘍細胞の
ACNU感受性の検索方法及び結果を比較した．
　（7）脳腫瘍，殊にmalignant　gliomaの化学療法
を行う際には，薬剤耐性の存在に留意し，腫瘍細胞
が耐性を獲得する前に，可能なかぎり高濃度の
ACNUを腫瘍に作用させることが重要と考えられ
た．
　稿を終えるにあたり，御指導・御校閲を賜りまし
た恩師三輪哲郎教授に深甚の謝意を表します．御協
力いただいた教室員各位に感謝いたします．
　本論文の要旨は，第48回日本脳神経外科学会総会
において発表した．
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